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Sazetak

U ovom radu istrazena je fotoliticka razgradnja albendazola djelovanjem umjetnog
Suncevog zracenja. Osim izravne, istraZzena je i neizravna razgradnja ispitivanjem utjecaja
huminskih kiselina (1, 5 i 10 mg L™), nitrata (1 i 3 mg L™), karbonata (80 i 420 mg L™) te
utjecaj pH-vrijednosti (5, 71 9).

Dobiveni rezultati pokazali su da je u svim eksperimentima doslo do smanjenja
koncentracije albendazola na manje od 40 % pocetne vrijednosti unutar prvih 15 minuta
sun¢anja. Otopina huminskih kiselina koncentracije 10 mg L™ ima najve¢i utjecaj na
povecanje vremena poluraspada albendazola, dok je vrijeme poluraspada bilo najkraée u
otopini koncentracije 5 mg L™. Nitrati nisu imali znacajan utjecaj na fotoliticku razgradnju
albendazola, dok se u otopini karbonata vrijeme poluraspada povecalo. Kod ispitivanja
utjecaja pH vrijednosti, pokazalo se da je vrijeme poluraspada najvece pri pH vrijednosti 5, a

najmanje pri pH vrijednosti 7.

Najvece smanjenje pocetne koncentracije albendazola uoc¢eno je u otopini huminskih
kiselina koncentracije 5 mg L™, a koncentracija albendazola na kraju eksperimenta iznosila je
9,87 % pocetne vrijednosti. Najmanje smanjenje izmjereno je u puferskoj otopini pH

vrijednosti 7 s koncentracijom albendazola 41,53 % pocetne vrijednosti.

Rezultati analiza su pokazali da izravna fotoliticka razgradnja albendazola moze biti
znacajan put smanjenja njegove koncentracije u okoliSu. Vazno je napomenuti da niti u

jednom eksperimentu nije doslo do potpune razgradnje albendazola.

Kljuéne rije€i: farmaceutici, antihelmintici, albendazol, fotoliticka razgradnja, kinetika

razgradnje, UHPLC/MS-QTOF



Abstract

In this work photolytic degradation of albendazole was investigated under sumilated
Solar radiation. Beside direct, indirect photolitic degradation was investigated in different
solutions: MilliQ water, humic acids (1, 5 and 10 mg L™), nitrates solutions (1 and 3 mg L
1), carbonates solutions ( 80 and 420 mg L™) and buffer solutions with pH-values of 5, 7 and
9.

Results of photolytic degradation show that the concentration of albendazole was
reduced more than 40 % in the first 15 minutes of radiation. The biggest increase of half-life
of albendazole was observed in solution of humic acids with concentration of 10 mg L™ while
the 5 mg L™ solution had the biggest effect on the decline of half-life. Compared to MilliQ
water, in the presence of nitrates no significant effect on photolytic degradation of
albendazole was observed. For carbonates, increasement of half-life of albendazole was
determined. Investigating the effect of buffer solutions on the half-life of albendazole
different effects was oserved; the buffer with the pH value 5 increased hal-lafie while the

buffer with the pH value 7 reduced half laffe of photolytice degradation of albendazoleit.

The biggest reduction of albendazole concentration was determined in the 5 mg L™
solution of humic acids, at the end of experiments albendazole concetration was 9,87 % of the
starting value. The lowest reduction of concentration was detected in the buffer solution with

the pH value 7, the final concentration was 41,53 % of the starting value.

The results have showed that direct photolysis of albendazole can be a significiant
elimination process for albendazole in the environment. It is is a major process in its

degradation. In all experiments, complete degradation of albendazole was not obtained.

Key words: pharmaceuticals, antihelminthics, albendazole, photolytic degradation,
UHPLC/MS-QTOF
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1. Uvod

Tijekom 20. stolje¢a razvoj farmaceutskih proizvoda je znatno napredovao §to je
rezultiralo povecanom kvalitetom medicinske i veterinarske skrbi. U zadnja 3 desetljeca u
viSe preglednih radova je istaknuta ucestala detekcija farmaceutika u okoliSu. Na temelju
monitoringa farmaceutika u EU, SAD-u i Kini su istaknuli da se farmaceutici ucestalo
pojavljuju u okolisu. Najces¢e u povrsinskim vodama 1 to u koncentracijama izmedu 0,1 1
10,0 pg L. Do danas je detektirano ukupno 600 razli¢itih farmaceutika u okolidu 3to je
uzrokovalo zabrinutost zbog potencijalnog S$tetnog, direktnog i indirektnog utjecaja na

zdravlje ljudi i okolis.

Farmaceutici se ubrajaju tzv. ,,nova zagadivala® $to znaci da su zbog potencijalno
Stetnog utjecaja na okoli$ privukli paznju javnosti. Zbog kompleksnosti okolisnih uvjeta i
malih koncentracija (ng L™) u kojima se pojavljuju u okoli§ tesko je predvidjeti njihov utjecaj
na okoliS. Potrebno je za svaki farmaceutik provoditi istraZivanja. Trenutno je najviSe
istrazivanja usmjereno prema istazivanju antibiotika u okoliSu, zbog opasnosti koju
predstavlja razvoj rezistentnosti kod bakterija. Trenutno je 70 % bakterijskih sojeva

neosjetljivo na barem jedan antibiotik.

Farmaceutici koji se koriste za tretiranje infekcija izazvanih helminticima zovu se
antihelmintici. Helmintici su najrasireniji u tropskim i subtropskim podru¢jima, a najvise u
drzavama supsaharske Afrike, Juzne Amerike i Istocne Azije. Procjenjuje se da je oko 1,5
milijarda ljudi zaraZena helminticima. Jo§ uvijek nije sasvim poznat utjecaj antihelmintika na

okoli$, no zabiljezena ja pojava rezistentnosti prema svim grupama antihelmintika.

Fotoliticka razgradnja moze biti znacajan proces smanjenja koncentracije farmaceutika
u okoliSu. Jedan od najcesce koriStenih antihelmentika je benzimidazol albendazol. U ovom
radu je istrazivana fotoliticka razgradnja albendazola u prisutnosti razli¢itih kemijskih tvari
koje se uobiCajeno nalaze u vodenom okoliSu s ciljem simuliranja uvjeta u kojima se

albendazol nalazi nakon $to dospije u okolis.



2. Op¢i dio

2.1. Nova zagadivala

Pojam ,,Nova zagadivala®“ se odnosi na skupinu kemijskih spojeva kojima se do
nedavno nije pridavalo znac¢enje kao zagadivalima, a koji se sve vise ispuStaju u okoli§ u
koli¢inama koje bi mogle predstavljati potencijalnu opasnost za ekosustav, te za koje ne
postoji zakonska regulativa o ispustanju u okoli§ [1]. To moze biti bilo koji prirodni ili
sinteticki kemijski spoj, odnosno mikroorganizam nad kojim ne postoji monitoring. Njihova
prisutnost moze uzrokovati negativne posljedice na okoli§ i ljudsko zdravlje. Neki od njih
prisutni su u okoliSu ve¢ duze vrijeme kao S$to su pesticidi, a mogu biti i novi kemijski spojevi
kao $to su farmaceutici. Zbog velikog broja razli¢itih spojeva koji pripadaju ovoj skupini,
kategorizirani su prema prirodi, svrsi, nac¢inu upotrebe i drugim karakteristikama. Osnovne
kategorije su farmaceutici, proizvodi za osobnu njegu, plastifikatori, pesticidi, surfaktanti i

sinteticki hormoni [2]. U tablici 1. su prikazane neke kategorije novih zagadivala.

Kemijsko svojstvo velikog broja novih zagadivala je njihova kemijska stabilnost §to ih
¢ini otpornima prema razgradnji u okoliSnim uvjetima, zbog ¢ega se neki spojevi kontinuirano
akumuliraju u okoliSu. Postrojenja za obradu industrijskih i komunalnih otpadnih voda ih
mogu samo djelomi¢no ukloniti, ali mogu uzrokovati i razgradnju odredenih spojeva na

stabilnije i toksi¢nije spojeve koji potom dospijevaju u okolis [2].

Farmaceutici su razvijeni da izazivaju bioloSke ucCinke pri vrlo niskim
koncentracijama. Dovoljni su i tragovi za nepoZeljno djelovanje na ljude i organizme koji Zive
u vodama. Prva znanstvena upozorenja o farmaceutskom zagadenju voda objavljena su
pocetkom devedesetih godina proSlog stoljeca kad su znanstvenici otkrili masovnu pojavu
feminiziranih riba muzjaka i to u podrucjima rijeka koje se nalaze nizvodno od postrojenja za
obradu otpadnih voda. Osim estrogenskih spojeva, pronadeni su i mnogi drugi koji imaju
nepovoljan utjecaj na okoliS. Zbog toga se velik broj znanstvenih istrazivanja fokusira na

utjecaj farmaceutika na okolis i ljudsko zdravlje [2].



Tablica 1.

Kategorije novih zagadivala, okoli$ u kojem su detektirani i pretpostavljeni

utjecaj na okolis [2]

Okoli$ u kojem je kategorija

Kategorija detektirana Pretpostavljeni utjecaj na okoli$
Podzemne vode, povrSinske vode, ) N
o . ‘ o _ Rezistentnost bakterija prema
Antibiotici voda za pice, izlazne struje i mulj o
o ] antibiotiku
postrojenja za obradu otpadnih voda
Podzemne vode, povrsinske vode,
Farmaceutici | voda za pice, izlazne struje i mulj Karcinom, ostecenje organa
postrojenja za obradu otpadnih voda
Podzemne vode, povrSinske vode,
Proizvodi za | sedimentima, izlazne struje i mulj Rezistentnost bakterija,

osobnu njegu

postrojenja za obradu otpadnih voda, | Poremecaj endokrinog sustava

bioakumulirani u tkivu riba

Pesticidi

PovrSinske vode, podzemne vode, ‘ _
‘ o Poremecaj endokrinog sustava
voda za pice, reciklirana voda

Plastifikatori

y Poremecaj endokrinog sustava,
Povrsinske vode )
karcinom

Reproduktivni

hormoni

PovrSinske vode, podzemne vode, ‘ _
‘ o Poremecaj endokrinog sustava
voda za pice, reciklirana voda




2.2. Farmaceutici

Farmaceutici su slozeni organski spojevi koji se u medicini i veterini koriste za
lije¢enje ili ublazavanja simptoma bolesti. Ovoj skupini pripadaju i hormoni koji se koriste
kao promotori rasta u agroindustriji. Ve¢inom su to organski spojevi molekulske mase od 200
do 500 daltona koji su umjereno topljivi i lipofilni kako bi bili bioraspolozivi i bioloski
aktivni [3]. Klasificiraju se prema razini kontrole nad lijekom, na¢inu dobivanja, mehanizmu
djelovanja, bioloskom sustavu na koji djeluju i terapeutskom ucinku. Prema nekim
procjenama, u medicini se koristi oko 4000 aktivnih farmaceutskih supstanci ¢ija godi$nja

proizvodnja iznosi vise od 100.000 tona [3].

Zivotni ciklus svakog farmaceutika zapolinje njegovom proizvodnjom. Tijekom
njegove proizvodnje odredeni dio farmaceutika i spojeva koji se koriste pri njegovoj
formulaciji zavrSe u okoliSu, no glavnina dospije u okoli§ nakon primjene u medicini ili
veterini. Prije nego Sto udu u okoli$, farmaceutici se najprije metaboliziraju u organizmu, pri
u odnosu na polaznu supstancu, a nastaju njegovom oksidacijom, redukcijom ili hidrolizom.

Metaboliti druge faze su uglavnom inertni spojevi [4].

Farmaceutici koji se uzimaju u obliku tablete ili suspenzije izlu¢uju se putem mokrace
i fekalija u polaznom obliku ili u obliku metabolita, a kad se koriste u obliku krema ili masti,

dio se izlucuje, a dio se ispire u kontaktu s vodom [5].

Konvencionalni uredaji za obradu otpadnih voda su se pokazali neucinkoviti za
procis¢avanje farmaceutika iz komunalnih otpadnih voda. Neka istraZivanja pokazuju da
koncentracija farmaceutika moze biti veca u izlaznoj struji u odnosu na ulaznu struju
postrojenja za obradu komunalnih otpadnih voda S$to se moze povezati s pretvorbom

metabolita u pocetni spoj [1].

Koncentracija nekog farmaceutika ili njegovih metabolita u okoliSu ovisi 0 njegovoj
otpornosti na fotokemijsku i mikrobiolosku razgradnju, te afinitetu vezanja na krute tvari.
Farmaceutici koji imaju afinitet prema vezanju na krute tvari se akumuliraju u tlu i
sedimentima, dok se topljive tvari transportiraju u povrsinske 1 podzemne vode. Brzina kojom
se ispustaju u okoli§ je veca od brzine njihove razgradnje i transformacije. Pronadeni su u
ispustima, povrsinskim i podzemnim vodama, vodovodnoj vodi, te u tlu. Zbog svoje jake
bioloske aktivnosti mogu izazvati nepozeljno djelovanje pri vrlo niskim koncentracijama [3].

Vecina radova je usredotoCena na analizu antibiotika €ija prisutnost u vodi izaziva niz



medicinskih i ekoloSkih problema. Konstantno izlaganje bakterija niskim koncentracijama
antibiotika uzrokuje pojavu rezistentnosti prema njihovom farmakoloskom djelovanju, zbog
cega je vise od 70 % bakterijskih sojeva neosjetljivo na barem jedan antibiotik. Drugi veliki
problem su kemijske reakcije antibiotika u vodi sa sredstvima za obradu voda. Antibiotici se u
pocetnog farmaceutskog spoja. Antibiotici koji ostanu u svom izvornom obliku nakon

kemijske obrade, mogu uzrokovati stvaranje kolonija ,,superbakterija“ [3].

2.3. Razgradnja farmaceutika u okoliSu

Razgradnju farmaceutika u vodi uzrokuju abioticki i biotic¢ki procesi. Abioticki procesi
razgradnje ukljucuju hidrolizu, fotolizu te oksidaciju, dok bioticka razgradnja podrazumijeva
razgradnju farmaceutika bakterijama i gljivicama [1]. Dobar pokazatelj brzine razgradnje
farmaceutika u okolisu je vrijeme poluraspada (t1/2) koje se definira kao vrijeme potrebno da

se koncentracija polazne molekule prepolovi u odnosu na pocetnu koncentraciju [5].

2.4. Fotoliticka razgradnja farmaceutika

Znacajan mehanizam razgradnje farmaceutika u okoliSu je putem izravne i neizravne
fotolize. Farmaceutici sadrze aromatske prstene, m-konjugirane sustave, heteroatome i druge
funkcijske kromoforne skupine koje mogu apsorbirati Sunéevo zraCenje. Izravna fotoliza
farmaceutika je uzrokovana apsorpcijom Suncevog svjetla. Da bi uopée doslo do fotoliticke
razgradnje farmaceutika, njegov apsorpcijski spektar se mora barem dijelom preklapati sa

spektrom Sunceva zraCenja [6]. Na slici 1 prikazan je spektar Sunéevog zracenja.

x-zrake ultraljubicasti spektar vidljiva svjetlost
7 ] . el _ | _infracrveni
o I <) g \. T spektar
Vakum’ i
uv
100 200 |280315400 780 (nm)
UV svjetlosno duljina vala
254 nm zracenje
duljina vala

Slika 1. Spektar Suncéevog zracenja [7]

Vecina farmaceutika apsorbira svjetlost u nizem podrucju elektromagnetskog zracenja,
te je preklapanje apsorpcijskih spektara vrlo malo, no dovoljno da uzrokuje direktnu
fotoliticku razgradnju. Osim o apsorpcijskom spektru, u€inkovitost direktne fotolize ovisi o

kvantnom prinosu (¢). Kvantni prinos je omjer potrosenog reaktanta ili dobivenog produkta i

5



mnozine apsorbiranih fotona. Vrijednosti se kre¢u od 0 do 1, a uobiCajene vrijednosti

kvantnog prinosa farmaceutika krec¢u se izmedu 0,0001 1 0,1 [1].

U prirodnim vodama su prisutne otopljene huminske Kiseline i nitratni ioni. Pod
utjecajem Suncevog zraCenja, te tvari mogu generirati jake oksidirajuée vrste kao Sto su
hidroksilni radikali. Huminske kiseline apsorbiraju UV-zracenje u Sirokom spektru valnih
duljina, Sto uzrokuje sporiju izravnu fotolizu farmaceutika. No, prelaskom u pobudeno stanje
(*HA*) molekule huminskih kiselina reagiraju s molekulama farmaceutika, pritom ubrzavajuéi
njihovu razgradnju. Pobudene huminske kiseline mogu reagirati i s kisikom stvarajuci

hidroksilne radikale (HO®), superoksid (O.") i molekule singletnog kisika (*02) [1]:

HA + hy > HA® > *HA® @
SHA® + 0, > HA +10,"(singlet) 2)
SHA" + 0, DHA" + 0y (3)
2°0; + 2H" > H,0, + O, (4)
H,0, + hy > 2 HO® (5)

Nitratni ioni takoder imaju dvojako djelovanje. Mogu asporbirati Suncevo zracenje i
tada usporavaju fotoliti¢ku razgradnju ili je ubrzavaju stvaranjem hidroksil radikala (HO®)

koji reagiraju s molekulama farmaceutika [1]:
NO3 +hv > [NO3]* (6)

[NO3]° = "NO, + 0 + H,0 = "NO, + HO" + OH’ (7

Dok nitratni ioni i huminske kiseline mogu ubrzati fotoliticku razgradnju,
hidrogenkarbonatni ioni vezu hidroksilne radikale, pri ¢emu nastaju manje reaktivni i

selektivniji radikali "CO3 §$to rezultira sporijom fotolitickom razgradnjom farmaceutika [1]:
HCO3 + HO* > °"HCO; + OH-™ (8)
"HCO; —» H* + °CO3 (9)

Osim navedenih ¢imbenika, na brzinu fotoliticke razgradnje utjecu koncentracija
farmaceutika, pH-vrijednost vode u kojoj se nalazi, dubina vode, geografska Sirina, godisnje

doba, vremenski uvjeti, intenzitet Sunéeva zracenja i temperatura vode [5].



Reakcije neizravne fotolize su jednostavne reakcije, no zbog njihovog velikog broja

teSko je predvidjeti koji ¢e sve produkti nastati. Razgradnjom farmaceutika mogu nastati

.....

2.5. Antihelmintici
Helmintici su Siroka skupina parazitskih glisti koja obuhva¢a nematode, cestode i
trematode, te uzrokuju zdravstvene probleme u mnogim dijelovima svijeta. 24 % svjetske

populacije zarazeno je nekom vrstom helminta [8].

Antihelmintici su skupina farmaceutika koji se koriste za uklanjanje parazitskih glista,
trakavica (helminta) i drugih crvolikih crijevnih nametnika na Covjeku i domadim
zivotinjama. Antihelmintici omamljuju ili ubijaju parazite bez nanoSenja znaCajne Stete
organizmu domacina, a sredstva za ciS¢enje omogucéuju crijevnoj peristaltici njihovo
uklanjanje iz crijeva. Ne postoji univerzalni antihelmintik koji bi djelovao na sve crijevne
nametnike. Kriteriji pri izboru su djelotvornost, spektar djelovanja, podnoSljivost i tip
helmintijaze. Na temelju kemijske strukture i mehanizmu djelovanja dijele se na
benzimidazole, difenilsulfide, imidazo-tiazole, heksahidropirazine, makrocikli¢ke laktone,

salicilanilide, tetrahidropirimidine i druge [9].

Jo§ uvijek nije sasvim poznat utjecaj antihelmintika na okolis, no zabiljezena ja pojava
rezistentnosti prema svim grupama antihelmintika [10], Sto bi u buduénosti moglo ugroziti

agroindustriju diljem svijeta.

2.6. Albendazol

Albendazol (ALB) (Slika 2) pripada skupini benzimidazola i jedan je od najéesce
koriStenih antihelmintika. Koristi se za lije¢enje ljudi, domacih Zivotinja 1 kuénih ljubimaca.
Jedan je od prvih benzimidazola koji su uspjes$no koristeni u lijeCenju svih razvojnih stadija
gastrointestinalnih nematoda. Djelotvoran je pri lijeCenju infekcija uzrokovanih crijevnim 1
pluénim glistama, metiljima i trakavicama. Albendazol, kao i1 svi benzimidazoli se veze za
tubulinske stanice helminta, pri ¢emu ometa apsorpciju glukoze u stanice $to rezultira
njihovim izgladnjivanjem i ugibanjem. Svjetska zdravstvena organizacija ga je postavila na

listu najpotrebnijih lijekova u zdravstvenom sustavu [11].
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Slika 2. Albendazol

ALB je hidrofoban zbog ¢ega se slabo apsorbira u gastrointestinalnom sustavu. Nakon
oralne konzumacije, mikrosomatski enzim jetre albendazol monooksigenaza oksidira sulfidnu
funkcionalnu skupinu albendazola, te kao rezultat toga nastaje njegov primarni metabolit
albendazol sulfoksid (ALBS). ALBS posjeduje antihelminti¢ku aktivnost, te je djelotvornost

albendazola pripisana upravo tom metabolitu [11].

70% ALBS se veze za serumske bjelancevine, te se distribuira kroz cijeli organizam.
Pronaden je u urinu, Zudi, jetri, cerebrospiralnoj tekudini i cistama. ALBS se dalje oksidira u
neaktivni albendazol sulfon, te deacetilacijom karbamatne grupe nastaje 2-aminosulfon koji je
takoder neaktivan. Albendazol i njegovi metaboliti (Slika 3) se izlu€uju putem izmeta i urina.
Kod stoke tretirane radioaktivno obiljeZzenim albendazolom, veéina ostataka albendazola je
detektirana u jetri, a manjim dijelom u bubrezima. Neaktivni metaboliti albendazola su

pronadeni u urinu [12].

Albendazol Albendazol sulfoksid
o
S ]
/\/ N\ /\/SH N
H»—NHCO,CH; @ Y—NHCO,CH; — >
N N
H H
Albendazol sulfon
o

AUS

- | N

o@[ \>_NHCOQCH3
N
H

Slika 3. Metabolizam albendazola

Albendazol je, kao i svi benzimidazoli, podlozan direktnoj fotolizi. Izmjerena vremena
poluraspada albendazola otopljenog u vodi, pri pH vrijednosti 5, 7 i 9, pod utjecajem direktne
fotolize iznose 10 min, 16 min i 6 minuta, pri ljetnim uvjetima, te 50 min, 80 min, i 20 minuta

pri zimskim uvjetima pod utjecajem izravne fotolize [4].



Topljivost albendazola ovisi 0 pH-vrijednosti okolisa u kojem se nalazi (Slika 4).
0.0
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Slika 4. Ovisnost topljivosti ALB o pH [13]

Logaritam konstante ionizacije kiseline (pKj) iznosi 9,68, dok logaritam konstante
ionizacije baze (pKy) iznosi 4,21. ALB se zbog toga ionizira u pH-podrué¢ju izmedu 0 i 4, te
10 i 14. Na slici 5 prikazan je utjecaj pH-vrijednosti na raspodjelu ioniziranih oblika

albendazola.

100

o (23] o
= (=} o

]
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Raspodjela ioniziranih
oblika albendazola
[ S

pH

Slika 5. lonizacija ALB [13]

U prvom podrucju dolazi do protoniranja zbog cega raste topljivost ALB u vodi. U
podrucjima 3, 4 1 5 se deprotonira. U podrucju 2 je u neutralnom obliku, §to znaci da je u tom
rasponu pH-vrijednosti ALB slabo topljiv u odnosu na ostala podru¢ja. To je ujedno i raspon

u kojem ALB ulazi u vodeni okolis$. U tablici 2. prikazani su ionizirani oblici ALB.



Tablica 2. lonizirani oblici albendazola

Podrucje lonizirani oblici ALB
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2.7. Detekcija i prisutnost farmaceutika u okoliSu

Koncentracije farmaceutika u okolisu su vrlo niske, te su potrebne analiticke metode
koje mogu kvantificirati i identificirati vrstu spoja. U zadnjih par desetljeca razvijene su
sofisticirane analiticke tehnike koje omogucavaju njihovu detekciju pri sve nizim
koncentracijama. Moderne analiti¢ke tehnike, kao $to su tekucinska i plinska kromatografija,
su omogucile detekciju farmaceutika, ¢ak 1 pri koncentraciji reda veli¢ine ng/L. Kao rezultat
dugogodisnjeg razvoja tih tehnika, danas je moguce utjecati na fizikalna 1 kemijska svojstva

farmaceutika ve¢ pri formulaciji, te tako smanjiti utjecaj na okolis [5].

2.8. Kromatografija

Kromatografija je tehnika razdvajanja Cistih tvari u homogenoj smjesi. Izumio ju je
Mikhail Cvet kad ju je iskoristio za odjeljivanje biljnih pigmenata klorofila i ksantofila
prolaskom kroz staklenu kolonu napunjenu CaCOs. Odijeljeni sastojci su se vidjeli kao

obojene vrpce u stupcu [14].

Kromatografijske metode se dijele na kromatografiju na stupcu i plosnu
kromatografiju. Kod prve, nepokretna faza ispunjava usku cijev kroz koju se pokretna faza
kre¢e pod utjecajem tlaka i gravitacije. Kod druge, nepokretna faza je naneSena na ravnu
plohu, a pokretna faza prolazi kroz nepokretnu fazu pod utjecajem kapilarnih sila ili
gravitacije. Prema prirodi ravnoteze izmedu faza dijele se na razdjelnu, adsorpcijsku,
afinitetnu i kromatografiju isklju¢enjem. Prema sustavu pokretna-nepokretna faza dijele se na
tekucinsku kromatografiju u kojoj je pokretna faza tekucina, plinsku kromatografiju u kojoj je
pokretna faza plin 1 kromatografiju u superkriticnim uvjetima u kojoj je pokretna faza

tekucina pri superkritiénim uvjetima [15].

Tijekom kromatografskog procesa uzorak se nalazi u dinamickoj ravnotezi izmedu tih
dviju faza, pri ¢emu se molekule gibaju u smjeru gibanja pokretne faze. Analizirani analit
mora biti topljiv u pokretnoj fazi i mora se adsorbirati na nepokretnu fazu. Osim toga, sastojci
uzorka moraju imati razliit afinitet vezanja za nepokretnu fazu. Afinitet vezanja za
nepokretnu fazu izrazava se konstantom razdjeljenja (K) koja je jednaka omjeru koncentraciji
razdijeljene komponente i u nepokretnoj (cs ;) i pokretnoj fazi (cy ;)

K== (1)

™m,i

Zbog razlike izmedu tih vrijednosti, pokretna faza ¢e svaku tvar iz homogene smjese

tvari nositi razli¢itom brzinom. U plo$noj kromatograiji, karakteristi¢cno ponaSanje pojedine
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tvari u to¢no definiranom kromatografskom sustavu izrazava se faktorom zadrzavanja (Ry)

koji je omjer udaljenosti koju prijede uzorak i udaljenosti koju prijede pokretna faza [15].

Put koji je prosao analit

R; = )

™ put koji je prosla pokretna faza

U kromatograiji na stupcu, kromatografski sustav se moze promatrati kao kolona
obujma V u kojoj volumen nepokretne faze iznosi Vs, a volumen pokretne faze Vy [15].
Vrijeme koje komponenta i provede u koloni od trenutka unosenja do njegovog maksimalnog
odziva je vrijeme zadrzavanja. Ono je specifiéno za svaku molekulu. Vrijeme koje
komponenta i provede u nepokretnoj fazi je prilagodeno vrijeme zadrzavanja, t'g ;, a vrijeme

koje provede u pokretnoj fazi je zadrzano vrijeme t,, ; [15].
tr = tm,; + t'ry 3

Kvalitativna mjera sposobnosti razdjeljivanja naziva se selektivnost, o, i definira se
kao omjer faktora zadrzavanja dviju komponenti, pri ¢emu se u nazivniku uvijek nalazi

komponenta koja u nepokretnoj fazi provodi manje vremena [15]:
a== (4)

Za razliku od vremena zadrzavanja, faktor kapaciteta ne ovisi o brzini protoka i duljini
kromatografske kolone, pa je stoga Cesto prikladniji za kvalitativhu karakterizaciju tvari.
Poznavanje faktora kapaciteta razliCitth komponenti dobar je pokazatelj njihovog
razdjeljivanja odabranom kromatografskom metodom [15].

t'Ri—tm
ki =Rl m (5)

tm
Kromatografsko razlucivanje (Rs) je mjera ucinkovitosti odjeljivanja dvaju spojeva.

To je sposobnost razlikovanja slicnih odziva detektora [15].

Rg = Z{tr2—tr1) (6)

(wi+w3)

Kako je prikazano na slici 6, $to je vece razlucivanje to je jednostavnije razlikovati

pikove na kromatogramu.
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Signal detektora
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Slika 6. Razlu¢ivanje kromatograskih pikova [16]

Broj teorijskih tavana predstavlja broj pseudo-ravnoteza ili faznih prijelaza postignutih
na odredenoj koloni, a zadan je izrazom:

N =16 (t—R)2 ©)

Wp

pri ¢emu je w,, Sirina pika u osnovici. Djelotvornost kromatografske kolone povecava se

povecanjem broja teorijskih tavana.

Tijekom kromatograskog procesa, pokretna faza nosi uzorak uzduz nepokretne faze,
pri éemu neprestano dolazi do uspostavljanja ravnotezne raspodjele izmedu faza. Sto se vise
puta uspostavi ravnoteza to je razdvajanje sastojaka djelotvornije. RazliCite zone koje nastaju

razdvajanjem sastojaka se detektiraju, te se potom kvalitativno i kvantitativno analiziraju [15].

Prema teoriji odsjecaka, kromatografska kolona sastoji se od niza teoretskih odsjecaka.
Unutar svakog odsjecka dolazi do uspostavljanja dinamicke ravnoteze, pri cemu se analit veze
1 oslobada od nepokretne faze nakon Cega prelazi u drugi odsjecak. Ucinkovitost kolone ovisi

o broju teoretskih odsjecaka, vise odsjecaka, veca djelotvornost. Van Deemter-ova teorija
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brzina upotpunjuje teoriju odsjeCaka. Naime, teorija odsjeCaka pretpostavlja postizanje
potpune ravnoteze unutar odsjecaka, zanemaruje difuziju i brzinu protoka. Prema njoj, visina
teoretskog odsjecaka (H), pri linearnoj brzini protoka (u) pokretne faze ovisi o0 kombiniranom
djelovanju triju utjecaja (Slika 7). To su vrtlozna difuzija (A), uzduzna difuzija (B) i otpor
medufaznom prijenosu tvari (C). Van Deemter-ova jednadzba objedinjuje sva tri utjecaja

[15]:

H=A+Bx%+C><u 8)

OPTIMALANA
DJELOTVORNOST

o*‘)?‘\o

HETP

Slika 7. Graficki prikaz Van Deemterove jednadzbe [15]

Na slici 7 vidljivo je da se najmanja visina teoretskog odsjeCka, a time i najveca
kromatografska uc¢inkovitost postize u toéci kada su sumarni uzroci Sirenju zone ( A, B i C)
minimalni, te navedena tocka odreduje optimalni protok mobilne faze. Cilj je pronaci uvjete
pri kojima se postize minimalna visina teoretskog odsjecka 1 njihov maksimalan broj jer je u

tom slu¢aju djelotvornost kromatograskog razluc¢ivanja najveca [15].

Rezultat kromatografske analize je graficki prikaz odziva detektora u ovisnosti o
vremenu eluiranja. Takav graficki prikaz naziva se kromatogram (Slika 8). Pikovi na
kromatogramu imaju oblik Gaussove krivulje. Pomo¢u povrsine ispod pika moze se izraCunati
koli¢ina svakog odijeljenog sastojka, dok poloZaj pika na vremenskoj osi moZe posluziti za

identifikaciju uzorka [17].
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DAD1 A, Sig = 214,4 Ref = 450,80 (INF1812\004-0401.D)
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Slika 8. Kromatogram [17]

2.9. Analiza farmaceutika u okoliSu

Najcesce koriStena vrsta kromatografije za analizu uzoraka iz okoli§ je tekucinska
kromatografija visoke djelotvornosti (eng. high performance liquid chromatography, HPLC).
To je kromatografija u stupcu, pri ¢emu se pokretna faza eluira kroz kolonu pod utjecajem
visokog tlaka (400 bar). HPLC kolone su punjene nepokrethom fazom koju ¢ine Cvrsto
pakirane male Cestice (3-10 pm) uniformne veli¢ine. To omogucava odli¢no kromatografsko
razlucivanje, ali i zahtjeva naprednu analiticku opremu koja moZze stvoriti potrebne uvjete za
analizu. Analizirani uzorak se injektira u tekucu pokretnu fazu, te pod visokim tlakom prolazi
kroz kolonu koja je punjena krutim sorbensom. Izbor kromatografske kolone ovisi o
fizikalno-kemijskim svojstvima analiziranih analita. Osnova podjela HPLC kolona, je prema
vrsti punila. Za analizu okoliSa najéeS¢e se primjenjuje kromatografija obrnute faze pri kojoj
kromatografska kolona sadrze polarni silikagel koji je modificiran pogodnom nepolarnom
funkcionalnom skupinom na koju se adsorbiraju nepolarni analiti (C18 i C12). Ako je kolona

punjena nepolarnim Cesticama, mobilna faza ¢e biti polarna [5].

Sve CeSCe se koristi ultra djelotvorna tekucinska kromatografija (eng. Ultra
performance liquid chromatography, UPLC) ili ultra visoko djelotvorna tekucinska
kromatografija (eng. Ultra high performance liquid chromatography, UHPLC) [5]. Cestice
kojima su punjene UHPLC kolone (0,75-1,8 um) su manje veli¢ine u odnosu na HPLC
kolone, a tlak koji se koristi za pokretanje pokretne faze (1000 bar) je visi. Osnovni princip
rada je isti kao i kod HPLC-a, no primjenom UHPLC kromatografije postize se bolja

preciznost, nize granice detekcije, vece brzine analize i bolje razlucivanje. Prema Van
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Deemter-ovoj jednadzbi kolone punjene manjim Cesticama postizu nize vrijednosti H te je

moguce koristit veci raspon protoka bez da to utje¢u na H (Slika 9) [18].

0.050 10um
0.045
0.040
. 0.035
2 0.030
= 0.025
0.020
0.015
0.010
0.005

5um

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.6
Linearna brzina protoka. u
[cm/s]

Slika 9. Utjecaj veli¢ine Cesticana u i H [19]

Sto je H niZi, to je veéi broj teoretskih odsjecaka u koloni (N). Sto je veéi N to je veéi
kapacitet pikova (P), tj. broj pikova koji se mogu razdvojiti u koloni [18, 20]. Sto je veéi P to

je bolje razlucivanje.

Rs =20+ () ) ©)
N o — (10)

Eluiranje kolone pokretnom fazom mozZe biti izokratno ili gradijentno. Kod izokratnog
eluiranja, sastav pokretne faze je konstantan tijekom cijele analize. Tijekom gradijentnog
eluiranja sastav pokretne faze je promjenjiv. To se postize koriStenjem dvije, tri ili Cetiri
otapala koja se pomijeSaju u homogenizatoru. Kad se koriste dva otapala, A i B, jedno je
vodena faza (puferska otopina), a drugo neko organsko otapalo (npr. acetonitril). Gradijentno
eluiranje zapocCinje ispiranjem eluensom niske moci eluiranja, kako bi se omogucilo
razdjeljivanje slabo zadrzanih komponenti. Potom se mijenja sastav pokretne faze kako bi se
omogucilo eluiranje komponenata veceg afiniteta prema nepokretnoj fazi. Gradijentno
eluiranje koristi se za analizu uzoraka koji sadrze velik broj komponenata, necistoca ili
nepoznatu maticu. Kod gradijentnog eluiranja s 2 otapala, dvije zasebne visokotlacne pumpe

pumpaju otapala iz razli¢itih spremnika kako je prikazano na slici 10. [15].
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PUMPA 1

ELUENS

HOMOGENIZATOR

Slika 10. Sustav mijeSanja otapala pri visokom tlaku [15]

Osnovna oprema HPLC uredaja su spremnici za otapala, visokotlaéne pumpe,

automatski injektor, kolona, detektor, snima¢, uredaj za obradu podataka i spremnik za otpad.

Visokotla¢ne pumpe su kljuéni dio svakog HPLC-a. Moraju biti sposobne ostvariti
protok od 0,5 uL/min do 10 mL/min, sa precizno$¢u od 1 %, pri zadanom tlaku [15].

Unosenje uzorka u HPLC sustav provodi se pomocu injektora. Injektor je ventil koji se
uobicajeno sastoji od 6 mjesta za prikljucak. U prvoj fazi uzorak se unosi kontinuiranim
protokom u petlju to¢no definiranog volumena. Za to vrijeme eluens kontinuirano prolazi kroz
kolonu bez kontakta s injektorskom petljom. Zakretanjem ventila tok eluensa se preusmjerava
na injektorsku petlju, pri ¢emu sadrzaj injektorske petlje prolazi dalje kroz sustav prema

kromatografskoj koloni i detektoru (Slika 11) [15].

A) B)

PREMA KOLONI PREMA KOLONI
INJEKTORSKA

OD PUMPE,

PETLJA OD PUMPE,

| Ru | u -

Slika 11. Unosenje uzorka u HPLC sustav A) punjenje injektorske petlje i B) injektiranje [15]

NajceS¢e koriSteni detektori u HPLC sustavima su UV/VIS detektori i u zadnje
vrijeme spektrometri masa. UV/VIS detektori se dijele na detektore sa stalnom valnom
duljinom, promjenjivom valnom duljinom, te detektori s nizom dioda (eng. diode array
detector, DAD. UV detektor sa stalnom valnom duljinom sastoji se od izvora zracenja koji je

obi¢no niskotlatna Zzivina lampa. Mjeri apsorbanciju pri samo jednoj valnoj duljini,

17



uobicajeno pri 254 nm. Zbog zastarjele konstrukcije 1 niza ogranicenja ne nalazi primjenu u

HPLC metodama. UV/VIS detektor promjenjive valne duljine mjeri pri jednoj valnoj duljini,

no ona se moze mijenjati u rasponu valnih duljina izmedu 190 i 800 nm. Za dobivanje

monokromatske svjetlosti razli¢itih valnih duljina koriste monokromator (Slika 12). Takoder,

u pravilu, imaju sustav za dijeljenje zrake svjetlosti na mjerenu i referentnu. Prilagodavanjem

valne duljine svakom uzorku povecava se osjetljivost i selektivnost analize [15].

ZRCALO

X 2

REFERENTNA
FOTODIODA

>l

IZVOR
ZRACENJA MONOKROMATOR

RESETKA

RACUNALNA
JEDINICA

% POJACALO

OPTICKA ZRCALO PRCOTOCNA

o
FOTODIODA

USPOREDBA
SIGNALA

Slika 12. UV/VIS detekcija pri razli¢itim valnim duljinama [15]

Detektor s nizom dioda (Slika 13) istovremeno mjeri apsorbanciju u odredenom

rasponu valnih duljina. Snima cjelokupan spektar za svako vrijeme zadrZavanja. Svaka dioda

je zaduZena za mjerenje apsorbanije pri odredenoj valnoj duljini, a najéesce ih je oko 1000.

Odreduje i maksimalnu valnu duljinu koju sastojak apsorbira, S$to povecava osjetljivost

metode i Cistocu kromatografskog pika [15].
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ZRAKA ,
SVJETLA
_______ ZRAKA
---------- .....-§Y:’.F:T.Lﬁ--.._
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1ZVOR
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Slika 13. UV/VIS detekcija s nizom dioda [15]
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Posljednjih nekoliko godina sve se vise koriste spregnute HPLC-MS tehnike.
Zamjenjuju analiticke tehnike koje koriste detektor s nizom dioda i fluoresecentni detektor, jer
omogucavaju postizanje nize granice dokazivanja i kvantifikacije, te omogucuju utvrdivanje
struktura nepoznatih spojeva. HPLC-MS je napredna analiticka metoda kojom je moguce
detektirati 1 identificirati farmaceutike ¢ak i pri koncentracijama reda veli¢ine ng/L. Izbor

metode ovisi o fizikalnim i kemijskim svojstvima ispitivanih tvari [14].

Spektrometar masa (MS) detektira sastojke uzorke na temelju omjera relativne
molekulske mase sastojka uzorka i njegovog naboja (m/z) koji je karakteristiCan za svaki
kemijski spoj. Analizirani analiti se ioniziraju, a ponekad i fragmentiraju zbog ¢ega im naboj
obi¢no iznosi +1, te je omjer m/z jednak relativnoj molekulskoj masi ioniziranog analita.

Osnovni princip rada spektrometra masa prikazan je na slici 14. [14].

Magnet

Ulaz uzorka  1zmienjivaé topline ; p
N\

Akceleracija ioniziranih molekula \

pod utjecajem elektriénog polja. =

Izvor ionizirajuceg /

zratenja
Detektor

Ionizirane molekule se
razdjeljuju

Slika 14. Shematski prikaz spektrometra masa [21]

Nakon $to uzorak ude u spektrometar masa, prelazi u parno stanje pod utjecajem
visokog vakuuma 1 odgovarajuce temperature, te se ionizira ioniziraju¢im zra¢enjem. Nakon
toga se nastali ioni akceleriraju pod utjecajem elektricnog polja, a potom pod utjecajem
magnetskog polja i centripetalne sile svaka molekula mijenja putanju prema svojoj specifi¢noj
masi i naboju. Radijus putanje je razmjeran relativnoj masi, te je obrnuto proporcionalan
naboju ionizirane molekule. Sastojci uzorka najmanje relativne molekulske mase ¢e imati

najkracu putanju [22].

Molekule analita se ioniziraju razli¢itim tehnikama koje se razlikuju po koli¢ini
energije koja se primjenjuje tijekom procesa ionizacije, te fizikalno-kemijskim svojstvima
analita koji se ionizira. Razlikujemo meku i tvrdu ionizaciju. Meka ionizacija provodi se pri
manjim koli¢inama energije dajuci signal za molekulski ion odredivanog analita uz vrlo mali

broj fragmentnih iona, dok veliki broj fragmentnih iona nastaje pri tvrdoj ionizaciji kada se
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koriste velike koli¢ine energije. Uzorci koji se ioniziraju mogu biti u plinovitom, krutom i
otopljenom stanju. Od posebnog znacaja je ionizacija u otopljenom stanju, jer omogucava
neposredno povezivanje HPLC-a/UPLC-a i spektrometije masa. Za takve uzorke Kkoriste se
meke ionizacijske tehnike pri atmosferskom tlaku (eng. Atmospheric pressure ionization,
API) kao $to su toplinska ionizacija rasprSenjem (eng. Thermospray ionization, ESI),
ionizacija elektrorasprSenjem (eng. Electrospray ionization, ESI), kemijska ionizacija pri
atmosferskom tlaku (eng. Chemical ionization, CI) i ionizacija fotonima pri atmosferskom

tlaku (eng. Atmospheric pressure photon ionization, APPI) [22].

Jedna od najc¢esce koriStenih tehnika je ionizacija elektrorasprSenjem (Slika 15). Moze
se primijeniti na polarne, nepolarne i termicki nestabilne spojeve. Otopina koja sadrzi analit
unosi se u metalnu kapilaru na koju se pri atmosferskom tlaku primjenjuje jako elektri¢no
polje. U trenutku kad jakost elektricnog polja dostigne kriticnu vrijednost nastaje tzv.
Taylorov stozac u kojem se kontinuirano stvaraju kapljice obogaéene pozitivno nabijenim
ionima Koji se pod utjecajem potencijala i dusika smanjuju u sve sitnije i sitnije kapljice. Na
kraju nastanu nabijene molekule analita oko kojih se stvara sfera uparenog otapala [22].

lonizacijska igla  Stofac, Mlaznica Podrucje ionizacije

A* A* At

::1/&} R

Oksidacijska A At A*
elektroda /
Ox—>Ox*+e-
Pad napona

Redukcijska
elektroda

Red* + e — Red

Ulaz
pokretne

e — e — Visoki napon
faze

Slika 15. Ionizacija elektrorasprsenjem [17]

Nakon §to uzorak prode ionizaciju, ulazi u analizator masa ¢ija je uloga razdvajanje
nastalih iona u vakuumu na temelju omjera mase i naboja. Analizatori moraju biti sposobni
analizirati Sirok raspon masa u vrlo kratkom vremenskom periodu s ciljem provodenja $to vise
analiza (najmanje 10) po kromatografskom piku. Prema nacinu primjene elektricnog polja
razlikuju se linearni analizator masa s ionskom klopkom (eng. Linear ion trap, LIT) , orbitalni
analizator masa s ionskom klopkom (eng. Orbitrap), lonsko-ciklotronski rezonantni analizator
masa (eng. ion cyclotron resonance instruments, ICR) , analizator masa s mjerenjem vremena
preleta (eng. Time of flight, TOF), kvadripolni analizator masa (eng. Quadrupole mass
analyser, Q). [17]
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Kvadripolni analizator (Slika 16) jedan je od najzastupljenijih analizatora. Sastoji se
od 4 dijagonalne elektrode koje su elektricki povezane. Jedan par ima pozitivan, a drugi
negativan polaritet. Ti parovi su spojeni radiofrekventnim potencijalom izmjenicne struje koji
je za 180° izvan faze. Ioni koji ulaze u analizator imaju razli¢ite vrijednosti m/z i u ovisnosti o
primijenjenoj struji i polju mogu zadrzati stabilnu putanju i pro¢i analizator ili dotaknuti
elektrode i1 postati neutralne molekule. Kvadripolni analizator moze maksimalno razdvojiti
ione ¢ija razlika u masi nije vec¢a od 0,5 amu (eng. atomic mas unit). Ako se kvadripol koristi

kao jedini analizator, gornja granica podrué¢ja mjerenja masa je oko 4000 amu [17].

pobudeni ioni

(M,)

zraka iona

ionski vadrupol

izvor
(M, M,, M)

injektor

Slika 16. Presjek kvadripola [17]

TOF (Slika 17.) zahvaljujuéi svojoj brzini omogucava skeniranje nekoliko stotina
spektara u sekundi §to je 10 puta viSe u odnosu na ostale analizatore. Separacija iona se
temelji na brzini koja je potrebna svakom ionu da prode odredenu udaljenost izmedu
ionizatora i detektora, a masa iona se racuna prema vremenu potrebnom da ion prijede taj put.
Ioni jednakih kineti¢kih energija, ali razli¢itth omjera m/z putuju razliitim brzinama. Ioni
ve¢ih m/z omjera putuju manjim brzinom u odnosu na ione manjih m/z omjera [22]. loni
mogu uci aksijalno ili ortogonalno u analizator (eng. pusher), on ih sakuplja u odredenom
vremenu, te zatim istovremeno otpusta, a u trenutku otpustanja ukljucuje se mjerenje vremena
leta do detektora. Vrijeme leta iona od pushera do detektora je izmedu 5-100 ps [17].
Rezolucija TOF analizatora ovisi o sposobnosti da izmjeri vrlo male razlike izmedu analita
slicnih m/z omjera. Pove¢anjem udaljenosti koju ioni moraju prije¢i izmedu izvora 1 detektora
povecava se 1 rezolucija. No, to ne znaci da se povecava i duljina instrumenta. KoriStenjem
ionskih ogledala (eng. reflectron, ion mirror) koji reflektiraju ionizirane molekule povecava
se put koji predu. Ugradnjom jednog ionskog ogledala, put koji ionizirane molekule prode se
udvostruci [23]. Moguénost dobivanja to¢ne mase i cijelog spektra u kratkome vremenu ¢ini
TOF/MS vrlo prikladnim za karakterizaciju zagadenja u uzorcima iz okolisa [17]. TOF-MS je

vazan 1 za identifikaciju i analizu neodredivanih analita u sloZzenim uzorcima iz okoliSa.
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Velika prednost TOF-MS-a je moguénost odredivanja to¢ne mase uz pogresku manju od 2
mDa [25].

TOF MS

POGURIVAC  DETEKTOR

IONSKO
ZRCALO

100000
uooooo

REFLEKTRON

Slika 17. Shema TOF-a [17]

2.10. Spregnuta spektrometrija masa (MS")

Velika prednost spektrometrije masa je njena sposobnost odredivanja mase i
molekulske strukture nepoznatog analita. Spregnuta spektrometrija masa je proces u kojemu
izbor masa slijedi jedan za drugim. MS/MS instrumenti mogu biti spregnuti vremenski ili
prostorno. Prostorno spregnuti instrumenti imaju odvojene analizatore masa u svakom
stupnju, dok vremenski spregnuta spektrometrija masa provodi analizu u istom analizatoru za
sve stupnjeve MS/MS analize. loni nastali u ionskim izvoru ulaze u analizator masa, u kojem
se u prvom stupnju izdvaja Zeljeni ion. Izabrani ion uvodi se u kolizijsku ¢eliju u kojoj se
fragmentacija postize sudarom s atomima argona. Nakon sudara s molekulama plina nastaju
fragmenti iona izabranog iona odnosno ioni produkti koji se analiziraju u drugom analizatoru
MS?, te na kraju detektiraju [14, 17].

Jedan od najéesc¢e koristenih MS/MS instrumenata za analizu farmaceutika u okolisu
je trostruki kvadripol (eng. The triple Quadrupole, QqQ) (Slika 18.). Sastoji se od 3 para
serijski spojenih elektroda. Drugi par elektroda (MS2-Q2) se ne koristi za separaciju iona
razli¢itih masa, ve¢ kao kolizijska ¢elija. Prvi par elektroda (MS1-Q1) emitira ione u
kolizijsku ¢eliju u kojoj se postiZze sudar s atomima argona. Nakon sudara s molekulama plina
nastaju fragmenti i usmjeravaju se prema trecem paru elektroda (MS3-Q3) [23]. Koristi se za
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kvantitativno odredivanje pocetnog spoja farmaceutika ili njegovog razgradnog produkta
ukoliko je standard dostupan, dok se pracenje fragmentnih iona i pra¢enje neutralnog gubitka

koriste za utvrdivanje struktura razgradnih produkata [24].

]
N

Izvor iona MS2-Q2
MS1-Q1 Kolizijska éelija MS3-Q3

Detektor

Slika 18. Trostruki kvadripol [23]

Kvadripolni analizatori se ¢esto hibridiziraju s TOF-om (eng. Hybrid quadrupole-ti me
of flight, Qg-TOF) (Slika 19.). TOF se postavlja na mjesto tre¢eg para elektroda (MS3-Q3)
[23]. Takav instrument omogucava fragmentaciju molekula uzorka uz to¢no utvrdivanje mase

svih fragmentnih iona [24].

Ulaz u analizator Ionska optika TOF
Pogurivaé Detektor
— | e— | | —— |
b, — ] — ] | e— — ] | =D
ot
. Ms1-Q1 MS2-Q2
Izvor iona Kolizijska celija

(] =)
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Ionsko zrcalo =] =2
O [
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Slika 19. Presjek hibridnog analizatora MS/MS [23]
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3. Eksperimentalni dio

3.1. Materijali
3.1.2. Kemikalije

U tablici 3. su prikazane kemikalije koriStene tijekom izvodenja eksperimentalnog

dijela rada, njihove molekulske formule, ¢isto¢a i proizvodaci.

Tablica 3. Popis kemikalija

Naziv Molekulska formula | Cistoéa | Proizvodaé
Acetonitril CH;CN HPLC | Lachner, Ceska
Amonijak NH3 p.a. Alkaloid, Makedonija
Borna kiselina H3BO3 p.a. Alkaloid, Makedonija
Dikalijev fosfat K2HPO, p.a. Kemika Hrvatska
Huminske kiseline - p.a. Sigma Aldrich, SAD
Kalijev klorid KCI p.a. Lachner, Hrvatska
Kalijev monofosfat KH,PO4 p.a. Kemika, Hrvatska
Limunska Kiselina CeHsOy p.a. Gram-mol, Hrvatska
Mravlja kiselina CH,0, p.a. Gram-Mol, Hrvatska
Mravlja kiselina CH,0, 99 % | Biossolve, Francuska
Natrijev hidroksid NaOH p.a. Alkaloid, Makedonija
Natrijev nitrat NaNO; p.a. Kemika, Hrvatska
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3.1.3. Albendazol

U ovom radi ispitivana je fotoliticka razgradnja antihelminitika albendazola, CAS broj

54965-21-8 (Veterina, Hrvatska) cistoce 99%. Fizikalno-kemijska svojstva albendazola

prikazana su u tablici 4.

Tablica 4. Fizikalno-kemijska svojstva albendazola

Genericko ime

Albendazol

methyl N-[5-(propylsulfanyl)-1H-1,3-benzodiazol-2-yl]

IUPAC [13]
carbamate
Molarna masa [g/mol] [13] 265,33
CAS broj [13] 54965-21-8

Struktura molekule

SN N

\>—NHCOZCH3

N
H
Logaritam konstante
S 9,68
ionizacije kiseline (pKj) [13]
Logaritam konstane
- - - 4’21
ionizacije baze (pKy) [13]
Izoelektri¢na tocka [13] 6,94
Topljivost u vodi (mg/mL
plj (mg/mL) 00228
[25]
Taliste °C [25] 208-210
Proizvodac Veterina
Cistoéa 99 %
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3.2. Instrumenti

3.2.1 pH-metar
Za odredivanje pH-vrijednosti uzoraka, koristen je pH-metar S20 SevenEasy (Mettler
Toledo, Greifensee, Svicarska). Specifikacije koristenog pH-metra su:
e raspon vrijednosti: 0 — 14,
e rezolucija: 0,01 pH

e temperaturni raspon: 5 °C - 105 °C

Staklena elektroda i referentna elektroda nalaze se u zajednickom kuéistu. Kako bi se
osigurala preciznost instrumenta, prije samog mjerenja pH-metar je umjeren puferima
poznatih pH-vrijednosti (pH 4 i 7). Elektroda je umetnuta u otopinu, gdje su H* ioni dovedeni
u ravnotezu s ionima na povrsini staklene elektrode. Postignuto ravnotezno stanje se ocitovalo

kao stabilizacija pH-vrijednosti na zaslonu pH metra. (Slika 19.)

Slika 19. pH-metar S20 SevenEasy
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3.2.2. Elektronicka analiticka vaga
Za precizno odredivanje mase uzoraka koristene su elektroni¢ke analiticke vage. Vaga

model XS204 DeltaRange (Mettler Toledo, Greifensee, Svicarska), prikazana na slici 20.,
koristena je za odvage do 10 mg. Specifikacije ove vage su:

e maksimalni kapacitet: 220 g,

e ocitanje: 0,1 mg,

e minimalna odvaga (U=1%, s=2): 8 mg,

e podrugje tare: 0 — 220 g,

e linearnost: 0,2 mg,

e ponovljivost pri maksimalnom kapacitetu (s): 0,1 mg

Vaga, model AB104 (Mettler Toledo, Greifensee, Svicarska), prikazana na slici 21., koristena
je za odvage vec¢e od 500 mg. Specifikacije ove vage su: maksimalni kapacitet: 110 g,
o€itanje: 0,1 mg, podrucje tare: 0 - 110 g linearnost: 0,2 mg, ponovljivost pri maksimalnom

kapacitetu (s): 0,1 mg.

Moderne elektronicke laboratorijske vage temelje se na mjerenju struje potrebne da se
pokretna elektromagnetska zavojnica vrati na svoju nultu poziciju iz koje je pomaknuta zbog

optereéivanja vage tijelom ¢ija se masa mjeri.

Slika 20. XS204 DeltaRange Slika 21. AB104

27



3.2.3. Suntest CPS+

Fotoliticka razgradnja uzoraka provodena je na Suntest CPS+ uredaju
(Atlas, Linsengericht, Njemacka) koji je prikazan na slici 22. Uredaj je opremljen
ksenonovom lampom koja generira spektar elektromagnetskog zraCenja slican Suncevom
zracenju u okolisu (200 - 800 nm). Ukoliko je potrebno, moguce je namjestiti da se suncanje
odvija u fazama (1 - 6). Svaka faza moze imati razlicite eksperimentalne uvjete. Moguce je
podesavati temperaturu (15 - 100 °C), intenzitet zradenja (250 - 765 W m™) i vrijeme

izlaganja zraCenju (0 — 480 minuta).

Slika 22. Suntest CPS+
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3.2.4. Spektrofotometar

Apsorpcijski spektri snimani su na dvozracnom UV/VIS spektrofotometru LAMBDA
35 (Perkin Elmer, Waltham, Massachusetts, SAD) (slika 23.). Valne duljine se mogu
podesavati u rasponu od 190 — 1100 nm s precizno$¢u od + 0,1 nm. Osnovne komponente su
deuterijska lampa, detektor s 2 diode, jedan monokromator, 2 postolja za kvarcne kivete i

kucéiste instrumenta.

Spektrofotometar je instrument koji mjeri koli¢inu svjetla koju uzorak apsorbira.
Zraka svjetlosti propusta se kroz uzorak, te se mjeri intenzitet svjetlosti koja je dosla do
detektora. Dobiveni podaci pruzaju informacije o strukturi materijala od kojih se uzorak
sastoji. Pri sudaru fotona s molekulom analita moze do¢i do njegove apsorpcije, ovisno o
stukturi molekule i energiji (valnoj duljini) fotona. Apsorpcija smanjuje broj fotona u zraci
svjetlosti, odnosno njezin intenzitet. Ovisno o strukturi molekule i energiji fotona, pri
prolasku svijetlosti kroz uzorak, dolazi do apsorpcije fotona prilikom sudara s analitom ili

maticom, pri ¢emu se smanjuje njihov broj u zraci svijetlosti.

AN S 11

=

\F_/

Slika 23. Dvozra¢ni UV/VIS spektrofotometar
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3.2.5. Tekuéinski kromatograf vezan sa spektrometrom masa (UHPLC/MS-
QTOF)

Promjena koncentracije albendazola u uzorcima izloZenim umjetnom Suncevom
zraCenju pracena je analitiCkim instrumentom UHPLC-a 1290 infinity (Agilent Technologies,
SAD) koji je prikazan na slici 24. Separacija albendazola i njegovih razgradnih produkata u
uzorcima provodena je na koloni Synergy™ Hydro-RP 100 A LC (Phenomenex, SAD).
Dimenzije kolone su iznosile 100 x 2 mm, dok je promjer Cestica unutar kolone iznosio 2,5
um. ldentifikacija albendazola i njegovih razgradnih produkata provedena je na spektrometru
masa iFunnel 6550A Q-TOF UHPLC/MS (Agilent Technologies, SAD) (Slika 25.) koji je
povezan s UHPLC-om. lonizacija uzoraka je provedena elektrorasprSenjem u pozitivnom

modu.

Slika 24. Agilent 1290 infinity Slika 25. 6550A iFunnel Q-TOF UHPLC/MS

UHPLC sustav se sastoji od kucista s postoljem za otopine za pokretnu fazu, binarne i
kvartarne pumpe, automatskog dodavaca uzorka, kanala (A, B, C, D) i termostatirane komore

za kolone (moguce je koristiti 2 kolone istovremeno).

Primarne komponente Q-TOF-a su automatski dodava¢ uzorka, elektrorasprsivacé

(ionizator) i analizator masa koji se sastoji od dva dijela: serijski spojenih kvadripola i TOF-a.

UHPLC/MS-QTOF je opremljeno racunalom preko kojeg se kontrolira rad instrumenta.
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3.3. Metoda rada

Fotoliti¢ka razgradnja albendazola prac¢ena je u MilliQ vodi. Za ispitivanje utjecaja pH
vrijednosti vode na fotoliticku razgradnju albendazola, pripremljene su vodene otopine
albendazola u otopinema pufera razli¢itih pH-vrijednosti. Takoder, ispitan je utjecaj
uobicajenih sastojaka prirodnih voda te su u tu svrhu u standardnu otopinu albendazola

dodane huminske kiseline, nitrati, i bikarbonatima.

3.3.1. Priprema otopine albendazola u MilliQ vodi

Pripremljene su otopine albendazola koncentracija 1 i 5 mg-L™. Za pripremu otopine
koncentracije 5 mg-L™, to¢no je odvagano je 2,54 mg albendazola i otopljeno u 500 mL
MilliQ vode. Za pripremu otopine koncentracije 1 mg-L™, 40 mL otopine koncentracije 5
mg-L™ preneseno je u odmjernu tikvicu od 200 mL, te je MilliQ vodom nadopunjena do

oznake.

Nakon $to je odvagani albendazol kvantitativno prenesen u tikvicu, ona je ostavljena 1

h u ultrazvuénoj kupelji, te potom 16 h na magnetskoj mjesalici pri 700 o/min.

3.3.2. Priprema otopina albendazola uz dodatak huminskih kiselina
Pripremljene su otopine albendazola koncentracije 5 mg-L? s razli¢itom

koncentracijom huminskih kiselina: 10 mg-L™*, 5 mg-L™i 1 mg-L™.

Otopina huminskih kiselina koncentracije 10 mg-L™ pripremljena je otapanjem 5 mg
huminskih kiselina u 500 mL MiliQ vode. Tikvica s otopinom ostavljena je 10 minuta u
ultrazvuénoj kupelji. Otopini je dodano 5 mL NHj (1 M), te je dodatkom mravlje kiseline
zakiseljena do pH-vrijednosti 5,33. 1,27 mg albendazola otopljeno u 250 mL tako
pripremljene otopine.

Otopina huminskih kiselina koncentracije 5 mg-L™ pripremljena je razrjedivanjem
otopine koncentracije huminskih kiselina 10 mg-L™ na sljede¢i nagin: 250 mL otopine 10
mg-L™ preneseno je u odmjernu tikvicu volumena 500 mL, te je MilliQ vodom nadopunjena
do oznake. U 200 mL tako pripremljene otopine otopljen je 1 mg albendazola.

Otopina huminskih kiselina, koncentracije 1 mg-L™ pripremljena je razrjedivanjem

otopine 5 mg-L™. 50 mL otopine 5 mg-L™ preneseno je u odmjernu tikvicu volumena 250
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mL, te je MilliQ vodom nadopunjena do oznake. U 200 mL tako pripremljene otopine

otopljen je 1 mg albendazola.

Otopine albendazolac ostavljene su 2 h u ultrazvuénoj kupelji, te 16 h na magnetskoj

mijesalici pri 700 o/min

3.3.3. Priprema otopina albendazola uz dodatak nitrata
Pripremljene su otopine albendazola koncentracije 5 mg-L™ u kojima je koncentracija

nitrata (NaNO3) iznosila 1 mg-L™* i 3 mg-L™.

Otopina nitrata koncentracije 3 mg-L™ pripremljena je otapanjem 1,5 mg NaNOs u 500

mL MiliQ vode. U 250 mL tako pripremljene otopine otopljeno je 1,27 mg albendazola.

Otopina nitrata koncentracije 1 mg-L™ pripremljena je razrjedivanjem otopine
koncentracije nitrata koncentracije 3 mg-L™. Pipetom je preneseno 83 mL otopine
koncentracije 3 mg-L™" u odmjernu tikvicu volumena 250 ml, te nadopunjena do oznake

MilliQ vodom. U 250 mL tako pripremljene otopine otopljeno je 1,27 mg albendazola.

Otopine su ostavljene 2 h u ultrazvu¢noj kupelji, te 16 h na magnetskoj mijeSalici pri

700 o/min.

3.3.4. Priprema otopina albendazola razli¢itih pH-vrijednosti
Za pracenje utjecaja pH-vrijednosti na fotoliticku razgradnju albendazola pripremljene

su otopine albendazola (5 mg L™) s razli¢itim pH-vrijednostima: 5, 7 i 9.

Otopina pufera pH-vrijednosti 5 pripremljena je mijesanjem 200 mL (0,2 M)
dikalijevog fosfata i 300 mL (0,1 M) limunske Kiseline. Otopina pH-vrijednosti 7
pripremljena je mijeSanjem 150 mL (0,1 M) natrijevog hidroksida, 250 ml (0,1 M) kalijeva
monofosfata i 100 ml MilliQ vode. Otopina pH-vrijednosti 9 pripremljena je mijeSanjem 100
mL (0,1M) natrijevog hidroksida i 250 mL (0,1M) borne kiseline u 0,1 M kalijevom kloridu i
150 mL MilliQ vode. Otopine su ostavljene 2 h u ultrazvu¢noj kupelji, te 16 h na magnetskoj

mijesalici pri 700 o/min.

Za dobivanje otopine albendazola koncentracije 5 mg L™, u 250 mL svakog pufera
otopine otopljeno je 1,27 mg albendazola.
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3.3.5. Priprema otopina albendazola uz dodatak bikarbonata

Za pracenje utjecaja bikarbonata na brzinu fotoliticke razgradnje albendazola,
pripremljene su otopine s koncentracijom albendazola 5 mg-L™ i koncentracijom bikarbonata
80 mg-L™i420 mg-L™.

Za pripremu otopine bikarbonata koncentracije 420 mg-L™, otopljeno je 210 mg
bikarbonata u 500 mL MilliQ vode. U 250 mL tako pripremljene otopine otopljeno je 1,27 mg
albendazola. Otopina bikarbonata koncentracije 80 mg-L™ pripremljena je razrjedivanjem
otopine koncentracije 420 mg-L™. Volumen od 42 mL otopine koncentracije 420 mg-L™
prenesen je u odmjernu tikvicu od 250 mL, te je tikvica nadopunjena do oznake MilliQ
vodom. U 250 mL tako pripremljene otopine otopljeno je 1,27 mg albendazola. Otopine su

ostavljene 2 h u ultrazvu¢noj kupelji, te 16 h na magnetskoj mijesalici pri 700 o/min.

3.3.6. Osvjetljavanje otopina albendazola

Pripremljene otopine albendazola izlozene su umjetnom Suncevom zracenju u trajanju
od 8 h. lzuzetak su otopine albendzaloa s dodatkom nitrata koje su izlagane umjetnom
Suncevom zraenju 24 h. Tijekom eksperimenta intenzitet zracenja iznosio je 500 W/m?, dok
je temperatura pri kojoj su uzorci suncani bila (25+£2) °C. Kako bi se ispitao utjecaj
temperature na brzinu fotoliti¢ke razgradnje, otopina albendazola (5 mg-L™) u MilliQ vodi

izlagana je umjetnom Suncevom zracenju i pri 15 °C 135 °C.

Pripremljene otopine izlagane su umjetnom Sunfevom zraenju u kvarcnim
posudicama s poklopcem. Za svaku otopinu albendazola pripemljena su 3 paralelna i 1
kontrolni uzorak. 40 mL ispitivane otopine preneseno je u svaku kvarcnu posudicu. Kontrolni
uzorak omotan je aluminijskom folijom ¢ime je sprijecena fotoliticka razgradnja. Kontrolni
uzorci koriSteni su kako bi provjerili da li je doslo do razgradnje albendazola zbog hidrolize ili
poviSene temperature. Prije samog suncanja, iz svake kvarcne Kivete uzet je nulti uzorak.
Alikvoti (500 pL) osuncanih otopina albendazola preneseni su u viale u odredenim

vremenskim intervalima.
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3.3.7. Analiza na QTOF-UHPLC/MS-u

Prije pocetka same kromatografske analize pripremljene su otopine koje ¢ine pokretnu
fazu. KoriStenjem racunalnog programa Mass Hunter Data Acquisition postavljan je metoda
analize i sekvenca. Analize je provedena uz gradijentno eluiranje uz sastav pokretne faze:
0,1% mravlja kiselina u vodi (A) i acetonitril (B). Gradijent pokretne faze prikazan je u
tablici 5.

Tablica 5. Gradijent pokretne faze

t (min) Udio A (%) Udio B (%)
0 90 10
2 90 10
5 5 95
8 5 95
8,01 90 10

Nakon S$to su postignuti uvjeti zadani u metodi, analiza je pocela. U kolonu je

injektiran 1 pL uzorka, dok je protok pokretne faze iznosio 0,30 mL-min™.

Albendazol 1 njegovi razgradni produkti detektirani su koriStenjem QTOF
spektrometra masa. Uvjeti na spektrofotometru masa bili su:

- Temperatura plina: 200 °C

- Protok plina: 14 L-min™

- Tlak rasprsivaca plina: 2,4 bar
- Napon kapilare: 3500 V

Za obradu rezultata koriSten je racunalni program Mass Hunter Qualitative Analysis.
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4. Rezultati i rasprava

U ovom radu provedena je fotolitiCka razgradnja albendazola s ciljem istrazivanja
njegove sudbine u okoliSu. S obzirom na opasnost koju predstavlja razvoj rezistentnih
helminta, vazno je dobro upoznati sudbinu albendazola i njegovih razgradnih produkata u
okolisu. Kako bi se simulirali okolisni uvjeti i odredio utjecaj kemijskih spojeva koji se
pojavljuju u okolisu na brzinu fotoliti¢ke razgradnje, pripremljene su otopine albendazola s
dodatnkom kemijskih spojeva uobicajeno prisutnih u okolisu a za koje se smatra da bi mogli
utjecati na brzinu fotoliticke razgradnej (huminske kiseline (HA), nitrati i karbonati). Osim
toga, ispitan je i utjecaj temperature i pH-vrijednosti. Svi uzorci suncani su pri 25 °C.
Promjena koncentracije u vremenu pracena je i prikazana kao ovisnost relativne povrsine pika
albendazola (A/Ag) u ovisnosti 0 trajanju izlaganja Sun¢evom zracenju. Pri tome, A oznaava
povrsinu ispod pika u odredenom vremenu (t), a Ap povrSinu ispod pika pocetne otopine

albendazola (t=0).

4.1. Izravna fotoliticka razgradnja albendazola

Izravna fotoliti¢ka razgradnja ispitana je u otopini koncentracije 5 mg L™ albendazola
pripremljenoj u MilliQ vodi. Izmjerena pH vrijednost otopine iznosila je 4,75. Na slici 26.
prikazana je promjena koncentracije albendazola u vremenu. Veé nakon 5 minuta izlaganja
umjetnom Suncevom zracenju koncentracija albendazola smanjila se na 41 % pocetne
koncentracije $to potvrduje njegovu podloznost direktnoj fotolizi. Nakon 15 minuta
koncentracija se smanjila na 30 % pocetne koncentracije, nakon ¢ega nije bilo znacajne

promjene do kraja eksperimenta.
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Slika 26. Fotoliticka razgradnja albendazola u MilliQ vodi
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Graficki prikaz ovisnosti In(A/Ag) o vremenu izlaganja Sun¢evom zracenju daje linearnu
ovisnost uz koeficijent determinacije R?=0,9191, ¢ime je potvrdena kinetiku reakcije prvog
reda. Konstanta brzine razgradnje odredena je iz nagiba pravca i iznosi 0,1268 min™ iz ega je

izracunato vrijeme poluraspada od 5,47 minuta.

4.1. Neizravna fotoliticka razgradnja albendazola
U okviru ovoga rada ispitan je utjecaj huminskih kiselina, nitrata i karbonata te utjecaj pH-

vrijednosti i temperature na brzinu fotoliticke razgradnje albendazola.

Ispitana je kinetika fotoliticke razgradnje. Konstante brzine razgradnje odredne su iz nagiba
pravca koji prikazuje ovisnosti In(A/Ag) o vremenu. Sto je nagib vei, to je brzina razgradnje
vecéa, odnosno ty, manje. Odredivanje kinetike unutar prvih 15 minuta suncanja je vazno, jer
se u tom vremenskom periodu koncentracija albendazola u svim eksperimentima smanji za

viSe od 50 %, nakon ¢ega se daljnja razgradnja odvija znatno sporije.

4.1.1. Utjecaj pH-vrijednosti

pH-vrijednost voda u okoliSu uobicajeno se krece u raspomu od 6 do 8,4. Preporuka je
Europske agencije za kemikalije (European, Chemicals Agency, ECHA) da se razgradnja
ispituje u podru&ju pH vrijednosti 5 do 9. Stoga je otopina albendazola koncentracije 5 mg L™
pripremljena u otopinama pufera pH vrijednosti 5, 7 i 9 s ciljem istraZivanja utjecaja aktiviteta
H" iona na brzinu fotoliticke razgradnje. Na slici 27. moze se vidjeti da je brzina fotoliticke
razgradnje tijekom prvih 15 minuta najsporija u puferu pH 5, dok nema znacajne razlike u
brzini razgradnje u puferima pH 7 i pH 9, §to se ne slaze s dosada objavljenim istrazivanja [4,
26]. Nakon 15 minuta viSe nema znaCajne promjene koncentracije albendazola pri sve tri

ispitivane pH vrijednosti.
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Slika 27. Fotoliticka razgradnja albendazola u puferima

Konstante brzine razgradnje i vremena poluraspada pri tri pH vrijednosti (5, 7 1 9)

prikazani su u Tablici 6.

Tablica 6. Konstante brzine razgradnje (k) i vremena poluraspada (t12) za prvih 15 minuta

fotoliticke razgradnje albendazola pri razli¢itim pH-vrijednostima

Eksperimentalni uvjeti k (min™) R? ty, (Min)
MilliQ 0,1268 0,9191 5,47
pH

5 0,0754 0,9496 9,19
7 0,0818 0,9000 8,47
9 0,0810 0,9868 8,56

Prema slici 5. i tablici 2 pri tri pH vrijednosti (5, 7 i 9) prisutna su 3 oblika

albendazola, protonirani, neutralni i deprotonirani, pri ¢emu je neutralni oblik dominantan.

4.1.2. Utjecaj huminskih kiselina

Da bi se ispitao utjecaj HA na brzinu fotoliticke razgradnje albendazola, u otopinu
albendazola koncentracije 5 mg L™ dodano je 1, 5 i 10 mg L™ HA. Dobiveni rezultati
prikazani su na slici 28. Kod otopina koncentracija 1 i 5 mg L™ koncentracija albendazola

smanjila se na 40 % pocetne vrijednosti ve¢ nakon 5 minuta trajanja eksperimenta, dok je u
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otopini 10 mg L™ trebalo 10 minuta da postigne slino smanjenje koncentracije. U usporedbi s
MilliQ vodom, prisutnost 1 i 5 mg L™ HA nema znaGajan utjecaj na brzinu fotolititke
razgradnje albendazola u prvih 15 minuta suncanja (tablica 5). Kod otopine HA koncentracije
10 mg L velika je razlika u odnosu na MilliQ vodi. Nakon 5 minuta sun¢anja koncentracija
albendazola smanjila se samo 30 %, $to je 1,69 puta manje u odnosu na MilliQ vodu nakon
¢ega poprimaju sli¢ne vrijednosti do kraja suncanja. Za sve tri ispitivane koncentracije HA
vrijedi da nakon 15 minuta suncanja vise nema znaCajnih promjena U koncentraciji
albendazola do kraja suncanja. U jednom istrazivanju predlozeno je da pri manjim
koncentracijama huminskih kiselina postoji veéi broj aktivnih mjesta za formiranje radikala
*OH, dok pri ve¢im koncentracijama apsorbiraju dio Suncevog zraenja koje bi inace

uzrokovalo formiranje radikala [27].
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Slika 28. Fotoliticka razgradnja albendazola uz prisutnost HA
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Konstante brzine razgradnje i vremena poluraspada uz prisutnost HA prikazani su u Tablici 7.

Tablica 7. Konstante brzine razgradnje (k) i vremena poluraspada (ti2) za prvih 15 minuta

fotoliticke razgradnje albendazola uz HA

Eksperimentalni uvjeti k (min™) | ty, (min)
MilliQ 0,1268 5,47
Huminske kiseline

1 ppm 0,1293 5,36
5 ppm 0,1379 5,03
10 ppm 0,0689 10,06

4.1.3. Utjecaj nitrata

S ciljem istraZivanja utjecaja nitrata na brzinu fotoliticke razgradnje albendazola,
pripremljene su otopine albendazola koncentracije 5 mg L™ u kojima je koncetracija
nitratabila 1 mg L™, odnosno 3 mg L". Na slici 29. se moze vidjeti da nema znacajne razlike
izmedu brzine fotoliticke razgradnje albendazola u otopinama nitrata razli¢itih koncentracija.
U oba slucaja je koncentracija albendazola, nakon 5 minuta trajanja eksperimenta, pala ispod

40 % pocetne vrijednosti Sto je vrlo sli¢no trendu razgradnje albendazola u MilliQ vodi.
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Slika 29. Utjecaj nitrata na fotoliticku razgradnja albendazola

Nitrati ubrzavaju fotoliti¢ku razgradnju, no u ovom slucaju nije uo¢eno njihov utjecaj

na fotoliticku razgradnju albendazola. Nakon nagklog smanje koncentracije albendazola na
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pocetku eksperimenta, nakon 15 minuta suncanja nije bilo znacajnije promjene koncentracije

albendazola.

4.1.4. Utjecaj karbonata

S ciljem istrazivanja utjecaja karbonata na brzinu fotolitiCke razgradnje albendazola,
pripremljene su otopine koncentracije albendazola 5 mg L™ s razli¢itim koncentracijama
karbonata (80 i 420 mg L™). U tablici 8. moze se vidjeti da tijekom prvih 15 minuta sundanja
nema znacajne razlike u brzini fotoliticke razgradnje izmedu albendazola u MilliQ vodi i
albendazola u 420 mg L™. Kada je koncentracija karbonata manja (80 mg L™) fotoliticka
razgradnja nesto je sporija. Fotoliti¢ka razgradnja albendazola u 420 mg L™ nakon 60 minuta
sunCanja postaje sporija $to se moze pripisati scavenger efektu koji je jac¢i zbog vece
koncentracije karbonata iz koje mogu nastajati radikali *CO3 . Nakon 15 minuta, nije uocena

znacajnija promjene koncentracije albendazola (slika 30).

Tablica 8 Konstante brzine razgradnje (k) i vremena poluraspada (t12) za prvih 15 minuta

fotoliticke razgradnje albendazola u prisutnosti karbonata

Eksperimentalni uvjeti k (min™) | ty, (min)
MilliQ 0,1268 5,47
Karbonati

80 ppm 0,0765 9,06
420 ppm 0,0984 7,05
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Slika 30. Fotoliti¢ka razgradnja ALB u karbonatima

Izmjerena pH vrijednost otopine albendazola uz prisutnost karbonata iznosila je 8,30
za koncentraciju karbonata 80 mg L™, odnosno 9,02 za 420 mg L™ otopinu $to znagi da su u
otopinama prevladavali hidrogenkarbonatni ioni (HCO3 ). Oni vezu radikale *OH (scavenger
efekt), pri ¢emu nastaju radikali *CO3 koji su selektivniji i manje reaktivni u odnosu na OHe.
Rezultat je sporija razgradnja albendazola. U tablici 6 moze se vidjeti da je k albendazola u
otopini koncentracije 80 mg L™ karbonata niZa u odnosu na otopinu koncentracije karbonata

420 mg L. To bi se moglo pripisati pH-vrijednosti.
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5. Zakljukci

U ovom radu istrazivana je izravna i neizravna fotoliticka razgradnja antihelmintika

albendazolu u okolisu pri 25 °C.

U okviru istrazivanja neizravne fotoliticke razgradnje, ispitan je utjecaj huminskih
kiselina (1, 5 10 mg L™), nitrata (1 i 3 mg L™), karbonata (80 i 420 mg L™) i pH-vrijednosti
(pH 5, 7 1 9) na brzinu fotoliti¢ke razgradnje albendazola. Ispitana je kinetika razgradnje,
odredene su konstante brzine razgradnje tijekom prvih 15 minuta sun¢anja uzoraka i vrijeme
poluraspada albendazola. U svim eksperimentima koncentracija albendazola se smanjila na

manje od 50 % pocetne vrijednosti unutar prvih 10 minuta od pocetka suncanja.

Najvedi utjecaj na smanjenje brzine fotolitiCke razgradnje uocen je uz prisutnost HA
koncentracije 10 mg L™, dok je najveée povecanje brzine uo&eno uz koncentraciju HA 5 mg
L. Kod ispitivanja utjecaja pH-vrijednosti, pokazalo se da je vrijeme poluraspada najmanje
pri pH-vrijednosti 7.

Najvece smanjenje koncentracije albendazola izmjereno je uz prisutnost HA u
koncentraciji od 5 mg L™ pri &emu je koncentracija albendazola na kraju eksperimenta
iznosila 9,87 % pocetne vrijednosti, dok je najmanje smanjenje koncentracije albendazola
izmjereno u puferskoj otopini pH-vrijednosti 7, pri ¢emu je na kraju eksperimenta

koncentracija albendazola iznosila 41,53 % pocetne vrijednosti.

Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuciti da je albendazol izrazito podlozan
izravnoj fotolizi. Unutar 10 minuta od pocetka sunc¢anja koncentracija Se Smanji na manje od
40 % pocetne vrijednosti. No, vazno je napomenuti da niti u jednom eksperimentu nije

postignuta potpuna razgradnja albendazola.
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